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Einleitung: Humane Podozyten (hPC) stellen hochdifferenzierte Zellen dar, die einen
elementaren Bestandteil der renalen Filtrationsbarriere bilden. Ihre intensive Erforschung
in vitro ist erst seit wenigen Jahren möglich. Schädigungen der hPC durch Diabetes
mellitus oder Bluthochdruck (Nephrosklerose) gehen häufig mit einem renalen
Funktionsverlust einher. Das orale Biguanid-Antidiabetikum Metformin kann erhöhte
Blutglukosespiegel und die Entwicklung einer Albuminurie vermindern.
Angiotensin (Ang) II reguliert den Blutdruck und die intrarenale Hämodynamik. Diese
Arbeit untersucht die Modifikation der intrazellulären Expression und Phosphorylierung
von AMPK, Akt1 und des mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) sowie das
Zellüberleben von hPC durch Stimulation mit Glukose und Metformin. Darüber hinaus
wird die Regulation des Glykoproteins Podoplanin (PDPN) in hPC durch AngII und miR-
29b untersucht. Weiterhin wurde in einer in vivo Studie die Bedeutung von Testosteron
auf die Entwicklung einer progressiven Albuminurie männlicher Tiere im Tiermodell der
Munich Wistar Frömter (MWF) Ratte untersucht.
Methodik: Ausdifferenzierte hPC wurden verschiedenen Konzentrationen von Glukose
und Metformin oder AngII ausgesetzt. Die Transfektion mit small interfering RNA oder
miRNA-Mimics erfolgte mittels Lipofectamine®2000.
Proteinexpression und Phopshorylierungsgrad wurden durch Western Blots bestimmt.
Zellapoptose und Zellviabilität wurden über funktionelle Assays erfasst.
Männliche MWF-Ratten wurden in der zehnten Woche orchiektomiert. Die einzelnen
Gruppen wurden scheinoperiert, mit Testosteron oder Testosteron plus Flutamid
behandelt. Als Kontrolle dienten Wistar-Ratten. Bestimmt wurden der Testosterongehalt
im Blut und die Albuminausscheidung im Urin (UAlb).
Ergebnisse: Metformin hemmt die Phosphorylierung von AMPK und induziert die mTOR-
Phosphorylierung. Unter Hochglukosebedingungen (HG)-Bedingungen regt Metformin
die zelluläre Produktion von AMPK und Akt1 an, reduziert jedoch die zelluläre mTOR-
Expression. Damit erhöht es das Zellüberleben unter HG signifikant.
AngII induziert eine erhöhte miR-29b-Expression und reduziert die PDPN-mRNA und -
Proteinexpression. Proapoptotische Effekte wie die Cytosol-C-Verteilung und die
Caspase3-Aktivierung waren verstärkt.
2Die erhöhte UAlb bei MWF konnte durch durch Orchiektomie signifikant reduziert werden.
Eine gleichzeitige Behandlung mit Testosteron plus Flutamid bewirkte bei MWF-Tieren
eine weitere, signifikante Absenkung der UAlb.
Schlussfolgerung: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Metformin direkt auf hPC wirken und unabhängig von einer systemischen Absenkung des
Blutzuckerspiegels proapoptotischen Effekte unter HG abschwächen sowie das
Zellüberleben verbessern kann. Die zelluläre Integrität von hPC wird durch AngII
beeinflusst. Über miRNA-29b wird die PDPN-Expression reguliert. PDPN ist für den
Funktionserhalt, Stresstoleranz und Überleben der hPC relevant.
Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass Testosteron in die pathologische
Albuminurieentwicklung bei männlichen Ratten involviert ist. Um aus diesen Studien
mögliche renoprotektive Maßnahmen für die Klinik abzuleiten, sind weiterführende
Arbeiten nötig.
Abstract
Introduction: Human podocytes (hPC) are highly differentiated cells and representing
an important part of the renal filtration barrier. Methods to study hPC in in vitro were only
recently established. Damage to hPCs due to diabetes mellitus or hypertension frequently
leads to renal impairment. The oral biguanid Metformin can reduce blood glucose levels
and prevent the development of albuminuria.
Angiotensin (Ang) II regulates blood pressure and intrarenal hemodynamic. This work
examines the modification of expression and phosphorylation of AMPK, Akt1 and mTOR
as well as the cell survival of hPC after stimulation with glucose and Metformin.
Furthermore, the regulation of glycoprotein podoplanin (PDPN) in hPC through Ang II and
miR-29b is examined. Additionally, an in vivo study investigated the effect of testosterone
on the development of progressive albuminuria in male Munich Wistar Frömter (MWF)
rats.
Methods: Differentiated hPC were exposed to various concentrations of glucose and
Metformin or AngII. The transfection with small interfering RNA or miRNA-mimics was
done with Lipofectamine®2000.
Protein expression and phosphorylation were determined with Western blots. Cell
apoptosis and viability were measured with functional assays.
3Male MWF rats were orchiectomized at ten weeks of age. MWF were sham operated or
treated with either testosterone or testosterone plus flutamid. Wistar rats were used as
controls. Testosterone serum levels and urinary albumin excretion (UAlb) were measured.
Results: Metformin inhibits AMPK phosphorylation and induces mToR phosphorylation.
Under high glucoses conditions (HG) metformin stimulates cellular production of AMPK
and Akt1 but reduces cellular mTOR expression. This significantly increases cell survival
under HG. AngII induces miR-29b expression and reduces cellular mRNA and protein
expression of PDPN. Proapoptotic effects such as Cytosol-C distribution and Caspase3
activation were elevated. Testosterone serum concentrations and increased albuminuria
in male MWF was significantly reduced by orchiectomy. Concomitant treatment with
testosterone plus lead to a further significant decrease of UAlb in MWF.
Conclusion: Metformin affects hPC directly. Metformin reduces apoptosis under HG and
increases cell survival independently from systemic blood sugar reduction.
Cellular integrity of hPC is influenced by AngII. PDPN expression is regulated through
miRNA-29b. PDPN is of relevance for function, stress tolerance and survival of hPC.
Furthermore, testosterone is involved in the development of increased albuminuria in
male rats. To generate future renoprotective applications from these studies for clinical
use, further investigation is required.
Einführung
Der Verlust der Nierenfunktion stellt eine der gravierendsten Langzeitfolgen
verschiedener Systemerkrankungen dar. Im Jahr 2005 litten laut Frei und Schober-
Halstenberg 35% aller Dialysepatienten in Deutschland an Diabetes mellitus (Typ 1 und
2) und weitere 23% an vaskulärer Nephropathie hervorgerufen durch Bluthochdruck [1].
Diabetes und Bluthochdruck sind damit für mehr als die Hälfte aller dialysepflichtigen
Nierenschäden verantwortlich. Können harnpflichtige Substanzen nicht mehr
ausgeschieden oder essentielle Moleküle nicht mehr rückresorbiert werden, kann eine
zusätzliche Verschlechterung des durch die chronische Grunderkrankung bereits
reduzierten Allgemeinzustands resultieren. Die Behandlung weiterer Erkrankungen wird
durch die eingeschränkte Anwendbarkeit renal eliminierter Medikamente additiv
erschwert. Daher ist ein verbessertes Verständnis der zum Nierenversagen führenden
pathophysiologischen Mechanismen sowie möglicher protektiver Maßnahmen
erstrebenswert.
4Die renale Filtrationsbarriere besteht aus Endothelzellen, Basalmembran und Podozyten.
Die hochdifferenzierten humanen Podozyten (hPC) sind teilungsunfähig. Sterben sie ab
oder verlieren sie den Kontakt zur Basalmembran, werden sie mit dem Urin
ausgeschieden und können nicht ersetzt werden [2]. Seit 2002 stehen immortalisierte
hPC zur Verfügung, welche die Podozytenmarker Nephrin und Podocin exprimieren [3].
Damit wurden umfangreiche in vitro Versuche ermöglicht.
Zwar gingen Wolf und Ziyadeh 1999 noch davon aus, dass Pathologien der
Mesangialzellen ursächlich für die diabetische Nephropathie (DN) wären [4], doch hielten
sie 2007 eine Podozytenschädigung für hauptverantwortlich für die mit DN
einhergehende Albuminurie [5]. Eid et al. zeigten 2010, dass Glukose die AMP-aktivierte
Proteinkinase (AMPK) inaktiviert und eine erhöhte Apoptoserate bei Mauspodozyten
hervorruft [6].
Metformin reduziert den Blutzuckerspiegel sowie das Körpergewicht und wird auf Grund
seiner Wirksamkeit, prognostischen Bedeutung und geringen Hypoglykämierate als
Erstlinientherapie bei Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt [7, 8, 9]. Aus klinischen Studien
ist bekannt, dass Metformin eine bestehende Albuminurie zu reduzieren vermag [10].
Zudem wird die antiproliferative Wirkung von Metformin, die möglicherweise durch
Interaktion mit dem mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) vermittelt wird, in der
Krebsforschung untersucht [11, 12]. Ziel der Studie 1 [13] war es daher, die intrazellulären
Wirkungen von Metformin in hPC unter NG und HG näher zu untersuchen und ihren
Einfluss auf die Überlebensfähigkeit der hPC zu dokumentieren.
AngII bedingt durch Blutgefäßkontraktion einem erhöhten Blutdruck, welcher systemisch
zur Entstehung einer Nephrosklerose beitragen kann [14]. Allerdings entwickeln Ratten
mir erhöhtem AngII-Spiegel auch bei medikamentös normalisiertem Blutdruck eine
schwere Albuminurie [15]. Durch Behandlung mit dem Catecholamin-O-
Methyltransferase-Hemmstoff Entacapone werden die AngII abhängigen Nierenschäden
blutdruckunabhängig reduziert [16]. Das membranständige Glykoprotein Podoplanin
(PDPN) ist mit der Integrität der Fußfortsätze der Podozyten assoziiert [17]. Eine
Reduktion der Pdpn-Expression geht im Tiermodell zudem mit der Entstehung einer
Albuminurie einher [18, 19]. Ein potenzieller Weg, wie AngII die PDPN-Expression in den
hPC beeinflussen kann, stellen micro-(mi)RNA-vermittelte Prozesse dar. Zusammen mit
alternativem Spleißen tragen sie zur Steuerung der Expression verschiedener Proteine
auf posttranskriptioneller Ebene bei [20] und werden auch als neuartige potentielle
Therapieansatzpunkte in der Nephrologie diskutiert [21]. So wurde festgestellt, dass
5miRNA-29b, welche sich vermehrt im Zellkern anreichert, Nierenfibrose vermindert und
das Überleben verschiedener Zelltypen reduziert, weswegen Tumorerkrankungen mit
herabregulierter miRNA-29b eine schlechtere Prognose aufwiesen [22]. Wegen der
nephroprotektiven Effekte und der Beeinflussung der Zellviabilität erschien miRNA-29b
als ein geeigneter Kandidat für die Fragestellung der Studie 2 [23], ob und über welchen
Signalweg AngII Einfluss auf die PDPN-Expression und die Zellviabilität hat.
Testosteron erhöht bei salzsensitiven Dahl-Ratten den Blutdruck und die intrarenale
Angiotensinogen-Konzentration [24]. Zudem ist bekannt, dass männliche Patienten eine
raschere Progression bei bekanntem Nierenschaden nicht-diabetischer Genese
aufweisen [25]. Einen sexuellen Dimorphismus bei der Entwicklung der Albuminurie
weisen auch Munich-Wistar-Frömter (MWF)-Ratten auf [69]. Studie 3 [26] hat daher die
Zielstellung, die Auswirkungen von Orchiektomie (Ox), Testosteron (T) und dem
Androgen-Rezeptor-Antagonisten Flutamid (F) auf die Entwicklung einer Albuminurie bei
der MWF-Ratte zu verifizieren.
Methodik
Die ausführliche Methodik findet sich in den Publikationen [13, 23, 26] erklärt.
Studien 1 und 2
Zellkulturen
Immortalisierte undifferenzierte hPC (von Dr. Moin Saleem, Academic and Children’s
Renal University of Bristol, Bristol, UK, zur Verfügung gestellt) wurden in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640-Medium, mit 10% fetalem Rinderserum (FBS), 1%
Penicillin/Streptomycin und mit einer Einheit (1x) Insulin-Transferrin-Selen, in einem
Inkubator bei 95% Luftfeuchte, 5% CO2-Gehalt und 33°C kultiviert. Die Differenzierung
der Zellen zu reifen hPC erfolgte durch Inkubation der Zellen für 14 Tage bei einer
Temperatur von 37°C. Die Ausdifferenzierung der Zellen zu reifen hPC wurde vorab über
eine Expressionsanalyse typischer Markerproteine, wie Podocin und Synaptopodin
bestätigt [27].
Vor der Durchführung der Stimulationsversuche wurden die Zellen für 24 h in FBS-freiem
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) unter Zugabe von 5,5 mM Glukose und
1% Penicillin/Streptomycin vorinkubiert. Für die Experimente in Studie 1 wurden die
Zellen anschließend für 1 h mit Metformin (2 µM, 15 µM oder 1000 µM) vorbehandelt
6bzw. direkt mit 30 mM Glukose (Hochglukose-Bedingung, HG) oder 24,5 mM Mannose
und 5,5 mM Glukose (Normalglukose-Bedingung, NG, als Kontrolle bei gleicher
Osmolarität) inkubiert. Die Analyse der Proteinphosphorylierung wurde nach 2 h
durchgeführt. Funktionelle Untersuchungen zur Zellapoptose und Zellviabilität sowie die
Charakterisierung der Expression auf Protein- und mRNA-Ebene erfolgten nach 24 h. Für
die Versuche in Studie 2 wurde zunächst eine optimale Konzentration für die Stimulation
der hPC mit Angiotensin II (AngII) bestimmt. Von den getesteten Konzentrationen (0 pM,
10 pM, 100 pM, 10 nM, 1 µM) führte 1 µM AngII zu optimalen Ergebnissen und diente
daher für die weiteren Experimente als Versuchskonzentration. Die Inkubationszeit
betrug 24 h oder 48 h. Die Zellen wurden jeweils mit 200 nM small interfering RNA
(siRNA) transfiziert. Dabei kamen PDPN-spezifische siRNAs (siPDPN) oder Nonsens-
siRNA zur Kontrolle (siControl) bzw. 200 nM miRNA-Mimics für hsa-miR-29b (miR-29b)
und hsa-miR-497 (miR-497) und Kontroll-nonsens-miRNAs (miRControl) zum Einsatz.
Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectamine®2000. Die Transfektionseffizienz in hPC
betrug 25%.
Western Blot-Analysen
Für die Analyse der Proteinexpression wurden die Zellproben mit
Radioimmunopräzipitations-Puffer (mit 1% Protease-Inhibitor und 1% Phosphatase-
Inhibitor) versetzt und anschließend homogenisiert. Jeweils 25 µg Protein wurden
anschließend mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt und auf eine Polyvinylidene Difluoride-Membran (PVDF-Membran)
übertragen. Die Bestimmung der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung
entsprechender Antikörper gegen PDPN, AMPK, AKT, mTOR, Nephrin und GAPDH
sowie mittels geeigneter Horseradischperoxidase-konjugierter Sekundärantikörper. Die
Chemilumineszenzmessung erfolgte in der Fusion FX7 Analysekamera, die
Quantifizierung im Vergleich zur GAPDH-Expression via Gel-Pro Analyzer Software,
Version 4.0.00.001.
Studie 3 Der Einfluss Testosterons auf die Nierenschädigung bei MWF-Ratten
Die Rattenstämme Munich Wistar Frömter (MWF/Rkb) und Wistar sind in der AG Prof.
Dr. Reinhold Kreutz an der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin (FEM) der
Charité-Universitätsmedizin Berlin etabliert und werden gemäß den Vorschriften des
7Tierschutzgesetzes und nach Genehmigung durch das Landesamt für Gesundheit und
Soziales, Berlin für tierexperimentelle Arbeiten verwendet.
Die männlichen Tiere der beiden Stämme wurden im Alter von 10 Wochen entweder
scheinoperiert (Sham-Gruppe), orchiektomiert (Ox-Gruppe), orchiektomiert und
intraperitoneal mittels Pelletimplantation testosteronsubstituiert (OxT-Gruppe) oder
orchiektomiert und intraperitoneal testosteronsubstituiert sowie mit dem
Androgenrezeptorantagonisten Flutamid mittels subkutaner Injektion behandelt (OxTF-
Gruppe). Anschließend wurden in der 12., 14., 16. und 18. Woche das Testosteronlevel
im Blut und die Albuminausscheidung im Urin (UAlb) gemessen.
Abschließend wurden die Tiere in Narkose getötet, die Nieren präpariert und der renale
Glomeruloskleroseindex (GSI) und Tubulointerstitielle Schädigungsindex (TDI)
histologisch ermittelt. Die molekularen Marker für Tubulusschäden Kidney Injury
Molecule 1 (Kim1) [28] und Renal Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (Ngal)
sowie die Albuminurie-assoziierte Monoacylglycerol O-Acyltransferase 1 (Mogat1)
wurden bestimmt, ebenso die Superoxid-Anion Produktion in der Niere.
Ergebnisse
Studie 1 Die protektiven Effekte Metformins auf humane Podozyten
Zur Aufnahme des hydrophilen Metformins in humane Zellen ist der Organic Cation
Transporter 1 (Oct1) hauptverantwortlich [29]. In den hPC konnte die Expression von
Oct1 auf mRNA- und auf Proteinebene unter NG- und HG-Bedingungen nachgewiesen
werden. Die Oct1-Expression wurde durch die Stimulation der Zellen mit 30 mM D-
Glukose nicht signifikant verändert.
Die Behandlung der hPC für 2 h mit 30 mM D-Glukose reduzierte die Phosphorylierung
von AMPK signifikant im Vergleich zu Zellen der Kontrollgruppe (p<0,001). Eine
Vorbehandlung der Zellen mit 15 µM und 1000 µM Metformin führte zu einer signifikanten
Erhöhung der AMPK-Phosphorylierung unter normalen wie auch unter HG-Bedingungen
(p<0,01).
Unter HG-Bedingungen stieg der Phosphorylierungsgrad von mTOR gegenüber der
Kontrollgruppe signifikant an (p<0,0001). Eine Vorbehandlung mit Metformin senkte
abhängig von der Metforminkonzentration die mTOR-Phosphorylierung unter beiden
Glukosekonzentrationen signifikant (p<0,05).
8Die beschriebenen Effekte wurden nach 2 h gemessen und nachgewiesen. Die reduzierte
mTOR-Phosphorylierung konnte nach 24 h nur bei höchster Metformindosis und HG-
Bedingungen weiterhin nachgewiesen werden (p<0,01).
Unter NG hatte die Behandlung mit Metformin keinen Einfluss auf Zellapoptose oder die
Zellviabilität. Unter HG lag nach 24 h eine erhöhte Apoptoserate und eine verminderte
Zellviabilität vor. Die erhöhte Apoptoserate war bei Vorbehandlung mit Metformin (2 µM
und 1000 µM) signifikant und dosisabhängig reduziert (p<0,05 und p<0,0001), jedoch
immer noch gesteigert gegenüber der Apoptoserate bei NG. Die verminderte Zellviabilität
blieb bei Vorbehandlung mit 2 µM Metformin unverändert, stieg bei 1000 µM jedoch so
weit an, dass kein signifikanter Unterschied zwischen NG versus HG + 1000 µM
Metformin festgestellt wurde.
Die Proteinexpression von AMPK, mTOR und Akt unter NG blieb von den untersuchten
Metforminkonzentrationen (2 µM, 15 µM und 1000 µM) unbeeinflusst.
Unter HG bewirkten jedoch die Metforminkonzentrationen 15 µM und 1000 µM einen
signifikanten und dosisabhängigen Anstieg der Expression von AMPK (p<0,0001 bei
1000 µM) und Akt (p<0,0001 bei 1000 µM). Die mTOR-Expression nahm unter HG bei
15 µM und 1000 µM signifikant ab (p<0,01).
Die Nephrinexpression in den hPC war bei HG-Bedingungen signifikant vermindert
(p<0,01). Diese Verminderung blieb von der Vorbehandlung mit Metformin (2 µM und
1000 µM) unbeeinflusst.
Studie 2 Der Einfluss Angiotensins auf humane Podozyten
Die Stimulation von hPC mit 1 µM AngII führte zu einem signifikanten Anstieg der miR-
29b-Expression nach 48 h (p<0,01). In Bezug auf miR-497 bildete sich lediglich ein
Anstiegstrend ab. Die mRNA-Expression von PDPN war nach AngII-Inkubation
signifikant gesenkt (p<0,001), ebenso die PDPN-Proteinexpression (p<0,05).
Die mRNA-Expression von Podocin, Synaptopodin und PDPN sowie die
Proteinexpression des AT1-Rezeptors (als Interaktionsort für AngII) konnte in den hPC
nachgewiesen werden. Abhängig von der Höhe der AngII-Konzentration fand eine
Erhöhung der miR-29b-Expression (p<0,05 bei 100 pM AngII) sowie eine signifikante
9Reduktion der PDPN-mRNA-Expression bei Konzentrationen ab 10 nM AngII statt
(p<0,01).
Die Inkubation hPCs mit AngII führte zu einer Verschiebung des Cytochrom C-
Gleichgewichts zwischen Zytosol und Mitochondrien zu Gunsten des Zytosols. Dieser
proapoptotische Effekt [30] fiel signifikant stärker aus, wenn die hPC zudem mit siRNA
gegen PDPN behandelt wurden. Als Kontrolle dienten funktionslose Nonsense-siRNAs.
Analog dazu verhielt sich die Caspase3-Aktivierung. Die Behandlung mit siPDPN ohne
AngII blieb ohne Auswirkungen auf proapoptotische Effekte.
Die Zellviabilität verhielt sich gegensätzlich zu den proapoptotischen Effekten. In AngII-
stimulierten hPC reduzierte die Behandlung mit siPDPN die Zellviabilität signifikant
(p<0,05, Nachweis durch Calceinecetoxymethyl-Färbung), ebenso verminderte siPDPN
die Akt-Phosphorylierung signifikant (p<0,01).
Um die posttranskriptionale Steuerung von PDPN näher zu untersuchen, wurden
zunächst in silico-Analysen durchgeführt. Dabei wurden miR-29b und miR-497 aufgrund
perfekter Basenpaarung in der sogenannten „seed region“ gegenüber der PDPN-mRNA
als Kandidaten-miRNAs identifiziert, welche potentiell die PDPN-Expression
posttranskriptionell steuern können. Zudem weist miR-29b eine zentrale Aufwölbung auf,
die ebenfalls eine Voraussetzung für eine adäquate miRNA-mRNA-Interaktion darstellt
[31]. Die Inkubation der hPC mit miR-29b ließ die PDPN-Expression auf mRNA- und
Protein-Ebene signifikant absinken (p<0,01 bei 10 nM AngII). Im Gegensatz dazu hatte
die Inkubation mit miR-497 keinen signifikanten Effekt auf die PDPN-Bildung.
Studie 3 Der Einfluss Testosterons auf die Nierenschädigung von MWF-Ratten
MWF-Männchen hatten ein signifikant geringeres Körpergewicht als Wistar-Männchen
(p<0,0005). Dieser durchschnittliche Gewichtsunterschied blieb von sämtlichen Eingriffen
unbeeinflusst. Ein vergrößertes Linksherzgewicht zu Körpergewicht-Verhältnis als
Anzeichen einer chronischen Linksherzbelastung konnte bei MWF-Männchen im
Vergleich zu Wistar-Männchen signifikant nachgewiesen werden (p<0.03).
Während zwischen den behandelten MWF und Wistar-Männchen kein signifikanter
Unterschied im Testosteronlevel festgestellt werden konnte, wiesen MWF-Sham-Tiere
eine signifikant höhere UAlb als Wistar-Sham-Tiere (p<0,04) auf. Bei beiden Stämmen
sanken der Testosteronspiegel im Blut als auch die UAlb signifikant durch Orchiektomie
(p<0,0001 und p<0,04).
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Die Behandlung mit OxTF ließ bei beiden Stämmen das Testosteronlevel signifikant
gegenüber der Sham-Kontrollgruppe ansteigen (Wistar: p<0,05 und MWF: p<0,02). Die
UAlb der OxTF Wistar-Gruppe blieb unverändert, die UAlb der OxTF MWF-Gruppe war im
Vergleich zur MWF-Sham (p<0,04) und MWF-Ox-Gruppe (p<0,04) signifikant reduziert,
blieb jedoch gegenüber der Wistar-OxTF-Gruppe signifikant erhöht (p<0,0001).
Diskussion
Studie 1 Die protektiven Effekte Metformins auf humane Podozyten
Podozyten stellen ein relevantes Bindeglied zwischen Hypertonie, Diabetes mellitus und
Nierenfunktionsstörungen wie Albuminurie dar. Der Strukturverlust ihrer Fußfortsätze
geht der Entwicklung der Albuminurie im Tiermodell voran [32].
Die Podozytopathie im diabetischen Stoffwechselumfeld wird unter anderem durch einen
hohen Glukosespiegel und die erhöhte Konzentration von AngII hervorgerufen [33].
Damit das Biguanid Metformin einen direkten protektiven Effekt in hPC induzieren kann,
muss es über Transportproteine, beispielsweise Oct1 aufgenommen werden [34]. In der
vorliegenden Dissertation konnte erstmals die Expression von Oct1 in hPC
nachgewiesen werden. Bisher wurde die Bildung zwar in der humanen Niere [35], nicht
aber spezifisch in definierten renalen Zelltypen beschrieben.
Piwkowska et al. demonstrierten in vitro, dass Metformin die NAD(P)H-Oxidase hemmt
und somit die Bildung freier Sauerstoffradikale in Podozyten der Maus vermindert. Sie
zeigten zudem eine mögliche Verbindung von gehemmter NAD(P)H-Oxidase und AMPK-
Phosphorylierung auf [36]. Kim et al. konnten durch Metformingabe an spontan-
diabetischen Torii-Ratten die Progression der DN in Bezug auf Albuminurie und
Glomerulosklerose vermindern [37]. Da die Gabe von Metformin aber auch den
Blutzuckerspiegel signifikant senkte, kann von dieser Studie kein Rückschluss auf eine
direkte Interaktion zwischen Metformin und spezifischen Nierenzellen geschlossen
werden. In dieser Dissertation konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Metformin
einer reduzierten AMPK-Phosphorylierung in hPC konzentrationsabhängig sowohl unter
HG als auch unter NG entgegenwirkt.
Die Gesamtmenge von mTOR ist bei gesunden und insulinresistenten Mäusen konstant,
während der Phosphorylierungsgrad variiert. Katta et al. demontrierten, dass sich der
Phosphorylierungsgrad in Muskelzellen durch körperliche Aktivität erhöhen lässt [38] und
damit das Zellüberleben positiv beeinflusst. Die Phosphorylierung von mTOR durch
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Metformin schützt Tubuluszellen vor hypoxischen Schäden [39]. Die vorliegenden
Ergebnisse belegen, dass die mTOR-Deaktivierung durch Phosphorylierung unter HG-
Bedingungen auch in hPC stattfindet und durch Metformin signifikant reduziert wird.
Podozyten hervorrufen [40]. Die vorliegende Dissertation belegt, dass der Glukose-
induzierte Apoptosevorgang in hPC durch Metformin dosisabhängig vermindert werden
kannt Eine dosisabhängige Wirkung des Metformins beschrieben auch schon Yeh et al.
in vitro in Kardiomyozyten der Maus [41]. Eine Erhöhung der Apoptose geht mit
reduzierter Zellviabilität einher. Eine erhöhte Zellviabilität kann durch Aktivierung von
Proteinkinase B (Akt1) und AMPK erreicht werden [42]. Die Studie zeigt, dass die
vermehrte Expression von Akt1, die verstärkte Phosphorylierung der AMPK und die
verringerte Phosphorylierung von mTOR in hPC in Abhängigkeit von der Metformindosis
signifikant beeinflusst wird.
In vivo wurde an insulinresistenten Mäusen ein erhöhtes Podozytenüberleben unter
Metformingabe festgestellt [37]. Die nachgewiesene erhöhte Expression von AMPK und
Akt1 auf Proteinebene stellt eine mögliche Erklärung dieser Beobachtung dar.
Eine reduzierte Nephrinexpression, wie sie unter HG-Bedingungen auftritt [43], ist mit
Podozytenverlust und Albuminurie assoziiert [32, 44]. Die durchgeführten Experimente
demonstrierten, dass HG zu einer signifikanten Verringerung der Nephrinexpression in
hPC führte. Dies wurde durch ähnliche Versuche einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt,
die belegten, dass dieser Effekt von HG auf die Bildung von Nephrin ebenso in
Mauspodozyten zu beobachten ist [44]. Tzeng et al. konnten in vivo in Glomeruli der Ratte
nachweisen, dass Metformin diesen Effekt signifikant abschwächen kann [45]. In vitro
konnte dieser Effekt für hPC nicht bestätigt werden. Dies könnte am Versuchsaufbau
oder an den untersuchten Spezies liegen. Es kann aber auch sein, dass Metformin die
Nephrinproduktion nicht durch direkte Mechanismen in den Podozyten erhöht, sondern
die systemische Reduktion des Blutzuckerspiegels unter Metformingabe hierfür
ursächlich ist.
Wie weit die nachgewiesene antiapoptotische Wirkung von Metformin auf hPC und damit
auf die Erhaltung der Nierenfunktion bei Diabetes mellitus relevant ist, ließe sich in
weiterführenden Versuchen in vivo oder durch die Auswertung entsprechender
Patientendaten eruieren.
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Studie 2 Der Einfluss Angiotensins auf humane Podozyten
Die Auswirkungen von AngII auf die Nierenfunktion werden zumeist mit der
Vasokonstriktion der postglomerulären Arteriolen [46] und der damit einhergehenden
gesteigerten Ultrafiltration erklärt [47]. Zudem kann AngII die zytosolische
Kalziumkonzentration in hPC steigern [48]. Die Stimulierung von hPC mit AngII
vermindert in vitro die Expression von PDPN auf mRNA- und Proteinebene. Die
Herabregulation dieses Membranproteins, welches für die Integrität der Fußfortsätze
relevant ist, erfolgte unabhängig vom Blutfluss [49]. Ein solcher Integritätsverlust könnte
in der Folge in vivo zur Ausbildung einer zu Albuminurie führen, welche (Früh-)Symptom
und Ursache chronischer Nierenerkrankungen sein kann [16, 49, 50, 51, 52]. Aus der
Literatur geht hervor, dass AngII in einem engen Zusammenhang mit weiteren
pathophysiologischen Prozessen chronischer Nierenerkrankungen steht. Über den
Entzündungsvorgänge [54] und das Zellüberleben [55] im Mausmodell.
Während AngII die immunmodellierende [20, 56] miRNA-29b induziert, bleibt die
Expression von miR-497 von AngII unbeeinflusst. Andere Studien bestätigen die
Fähigkeit von AngII, spezifische miRNAs wie miR-224, miR-129-3p, miR-132, und miR-
212 [57] zu induzieren. Dabei blieben andere, ebenfalls in fibrotische Prozesse involvierte
miRNAs wie miR-21 unbeeinflusst [58]. Für diese Selektivität scheint der AT1-Rezeptor
relevant zu sein [57]. Die spezifischen Auswirkungen von AngII auf die miRNA- und damit
Gen- und Protein-Expression in spezialisierten Zellen könnte eine Erklärung für
Pathomechanismen sein. So konnte Breiteneders These [49], dass der Verlust der
Integrität der Fußfortsätze der Podozyten auf die reduzierte PDPN-Expression
zurückgeht, bestätigt werden, da AngII diesen Vorgang induzierte. Dieser
Zellstrukturverlust wiederum kann beschriebener maßen zu Albuminurie,
Podozytenverlust und Nierenversagen führen [50].
Die durchgeführten Experimente zeigten erstmals, dass die Reduktion der PDPN-
Expression mit einem Anstieg der Apoptose und einem Abfall der Zellviabilität einhergeht,
wenn hPC erhöhten Konzentrationen von AngII ausgesetzt sind. Diese erhöhte
Anfälligkeit für Stressoren bei reduzierter PDPN-Expression ist aus der Tumorforschung
bereits bekannt [59].
Eine reduzierte PDPN-Expression korreliert mit reduzierter Akt-Phosphorylierung. Ein
derartiger Zusammenhang ist aus der Tumorforschung bekannt [60], in der PDPN
zuweilen als Marker für das Patientenüberleben verwendet wird, da auch Tumorzellen
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abhängig von der Akt-Phosphorylierung ein erhöhtes Zellüberleben aufzeigen. Die
erhöhte Cytochrom C-Konzentration im Zytosol und die Caspase3-Aktivierung, welche
nach der Herabregulation von PDPN mittels siPDPN zu beobachten war, repräsentieren
die antiapoptotische Wirkung von PDPN. Die Verbindung von PDPN mit der Motilität
verschiedener menschlicher Zellen wurde bereits mehrfach demonstriert [61, 62, 63].
Nachdem erstmals die Verbindung von AngII und PDPN in hPC nachgewiesen wurde,
wären weitergehende in vivo-Versuche mit AngII-Infusion anzustreben.
Die Verbindung von miRNA und Nierenschäden ist in jüngster Zeit vermehrt untersucht
worden [64, 65, 66]. Gerade die Krebsforschung versucht, durch eine mögliche Reduktion
der PDPN-Expression [67, 68] das Ansprechen auf Chemotherapeutika [59] zu erhöhen.
Die Ergebnisse zur miR-29b könnten zukünftig im Rahmen eines potentiellen
therapeutischen Ansatzes dazu beitragen, bestimmte Nierenschädigungen des humanen
Patienten besser zu therapieren.
Studie 3 Der Einfluss Testosterons auf die Nierenschädigung von MWF-Ratten
2008 beschrieben Schulz et al. [69] die geschlechtsabhängige Ausbildung der
Albuminurie bei MWF-Ratten in der Arbeitsgruppe Prof. R. Kreutz. Die hier vorliegende
Studie zeigt auf, dass die Albuminurie der männlichen MWF-Ratten durch Testosteron
induziert wird und durch Orchiektomie signifikant reduziert werden kann. Durch
zusätzliche Flutamidgabe reduzierte sich die Albuminurie gegenüber der bloßen
Orchiektomie weiter. Eine Erklärung hierfür bietet das extragonadal in den Nebennieren
[70] produzierte Testosteron, dessen Produktion von der Orchiektomie unbeeinflusst
blieb.
Zwischen MWF- und Wistar-Tieren ließ sich kein signifikanter Unterschied der
gleichbehandelten Gruppen in Bezug auf GSI und TDI nachweisen. Die leichten
Glomerulosklerose- und Tubulusschäden der MWF-Männchen sind vermutlich, wie bei
Wistar-Männchen [71], albuminurieunabhängig und am ehesten altersbedingt zu
interpretieren. Interessant ist, dass die OxTF dennoch zu einem Abfall der Werte bei
beiden Stämmen führte. Dies könnte auf eine albuminurieunabhängige Verbindung
zwischen Androgenen und Schädigungen der Glomeruli und Tubuli hinweisen,
beispielsweise über testosteroninduzierte Ang II-Ausschüttung, wie von Pingili et al. bei
orchiektomierten Mäusen vorgeführt [72].
Der gegenüber den Wistar-Tieren signifikant (p<0,04) erhöhte oxidative Stress in den
Nieren sämtlicher MWF-Gruppen blieb von den verschiedenen Interventionen
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unbeeinflusst. Vermutlich gibt es in MWF-Ratten weitere Pathomechanismen, die
unabhängig von Testosteron die Bildung von Superoxidanionen hervorrufen. Dies ist im
Einklang mit der vermuteten polygenetischen und multifaktoriellen Pathogenese der
Albuminurie bei MWF [73, 74, 75]. In der vorliegenden Arbeit konnte Testosteron als eine
Ursache der geschlechtsabhängigen Albuminurie bestätigt werden. In weiterführenden
Studien könnte der Zusammenhang des Einflusses von Testosteron auf die Albuminurie-
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